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Eine Methode zur direkten Bestimmung des Creatinins in Serum und Harn-ohne Enteiweißung nach
einer modifizierten Jaffe-Methode ,
Von R. Helger, H. Rindfrey und /. Hilgenfeldt
Aus der Biochemischen Abteilung der E. Merck, Darmstadt und dem Klinisch-Chemischen Institut (Direktor: Prof.
Dr. Dr. V. Klingmüller) Klinikum Mannheim der Universität Heidelberg
(Eingegangen am 6. Februar/3. April 1974)
Es wird über eine Methode zur Bestimmung von Creatinin in Serum und Harn mit alkalischer Pikratlösung (/0/jfe-Reaktion) ohne Ent-
eiweißung berichtet. Der störende Einfluß von Nebenreaktionen wurde durch Optimierung der wichtigsten Test-Parameter weitgehend
ausgeschlossen. Die Bestimmung kann mit einem Testsatz sowohl manuell als auch an mechanisierten Analysensystemen, die den
Reaktionsverlauf registrieren, wie z. B. dem LKB 8600 Reaction Rate Analyzer, durchgeführt werden. Die Brauchbarkeit der Methode
wurde in einem klinischen Labor bestätigt.
A method for the direct estimation ofcreatinine in serum and urine
A method is described for the determination of creatinine in serum and urine based on the picrate reaction under alkaline conditions
(Jaffe), but without deproteinisation. Interference by side-reactions has been largely excluded by optimizing the main assay parame-
ters. The determination can be performed with a manual test kit, or with an automatic kinetic measuring device like the LKB 8600
Reaction Rate Analyzer. The utility of the method was proved in a clinical laboratory.
Die Creatininbestimmung in Serum und Harn gilt als
der wichtigste Suchtest auf eine eingeschränkte Nieren-
funktion bei Niereninsuffizienz, die durch eine Reten-
tion harnpflichtiger Substanzen gekennzeichnet ist.
Zur Bestimmung des Creatinins wird im allgemeinen die
Reaktion mit Pikrinsäure im alkalischen Milieu unter
Bildung eines orange-gelben Farbstoffes, der photome-
trisch bestimmbar ist, herangezogen. Die von Jaffe (1)
zuerst beschriebene Methode liefert in der Regel zu hohe
Werte, da außer Creatinin noch sogenannte Jaffe-positive
Substanzen miterfaßt werden. Die wichtigsten dieser
Pseudo-Creatinin-Chromogene sind Acetessigsäure,
Pyruvat, Glucose, Ascorbinsäure, Aceton und Glycocy-
amidin. Diesen Nachteil versuchte man schon vielfach
durch verschiedene Modifikationen der Methode zu
umgehen.
Zur spezifischen Adsorption von Creatinin und damit zur
Abtrennung von störenden Substanzen wurde bisher
meistens Ito^s-Reagenz (Füller-Erde) verwendet (2,3).
In den letzten Jahren wurden av.ch Methoden zur selek-
tiven Adsorption von Creatinin an organischen Ionen-
austauschern beschrieben'(4). Diese Methoden besitzen
zwar eine hohe Spezifität, sind aber technisch aufwendig
und sowohl für Einzelbestimmungen als auch für grös-
sere Serien in der Routine nur beschränkt geeignet.
Einen gewissen Einfluß auf die Spezifität hat die Art
der Enteiweißung; man erhält deutlich niedrigere Resul-
tate nach Dialyse, doch können auch hierdurch nieder-
molekulare Störsubstanzen, wie Acetessigsäure, nicht
eliminiert werden (5). In vielen Arbeiten wurde ver-
sucht, durch die Wahl optimaler Reaktionsbedingungen
(z. B. Pikrinsäurekonzentration, pH-Wert und Reaktions-
zeit) Verbesserungen zu erzielen, doch scheint erst mit
enzymatischen Methoden ein Weg zur absolut spezifi-
schen Bestimmung des Creatinins gefunden worden zu
sein (6, 7). Für die Routine wird aber die /ö#e-Reaktion
weiterhin Bedeutung behalten und es erschien gerecht-
fertigt, nach neuen Möglichkeiten zu suchen, deren
Spezifität zu erhöhen und die Methodik beispielsweise
durch Verzicht auf eine Enteiweißung zu vereinfachen.
Den ersten Veröffentlichungen von Grisler und Castel-
nuovo (8) und von Bartels und Boehmer (9) folgten sehr
bald weitere Arbeiten (10—19), in welchen Methoden
zur Creatininbestimmung ohne Enteiweißung beschrie-
ben wurden. Durch drastische Verringerung der seither
üblichen Pikrinsäurekonzentration im Ansatz konnte die
irreversible Ausfällung von Eiweiß vermieden werden. Da
die Serumproben jetzt nicht mehr durch ein Fällungsmit-
tel verdünnt werden, wird eine beachtliche Empfindlich-
keitssteigening erzielt bzw. wird weniger Serum zur
Analyse benötigt. Aufbauend auf den von Bartels et al
(20—23) durchgeführten Untersuchungen wurde eine
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Methode für die direkte Creatininbestimmung ausgear-
beitet, die sowohl die manuelle Durchführung kleiner
Analysenserien wie auch die Verwendung mechanisierter
Analysensysteme erlaubt. Verschiedene Parameter wur-




a) für die manuelle Bestimmung
(Merckotest Creatinin, E. Merck Nr. 3385)
1. Pufferlösung: NaOH, 313 mmol/1; Na2HPO4, 12,5 mmol/1
2. Pikrinsäure, 8,73 mmol/1;
3. Standardlösung: Creatinin, 88,4 /
10 mmol/1 Salzsäure
b) für die mechanisierte Bestimmung
(Merckotest Automatenpackung Creatinin, E. Merck
Nr. 3384)
' 4. Pufferlösung: NaOH, 1,565 mol/1;
Na2HPO4> 62,5 mmol/1
5. Pikrinsäure, 4,37 mmol/1
c) für die Technicon Autoanalyzer-Methode
6. Natriumchlorid-Brij-Lösung (E. Merck Nr. 9407)
(NaCl, 154 mmol/1)
7. Pikrinsäurelösung (E. Merck Nr. 10478)
(C6H3N3O7, 52,4 mmol/1)
8. Natronlauge (E. Merck Nr. 9144)
(NaOH, 500 mmol/1)
Haltbarkeit





LKB-Reaction-Rate-Analyzer 8600, Filter 500 nm;
Technicon Autoanalyzer, 1. Generation
Durchführung der Versuche
Manuelle Bestimmung
Die Reaktion ist sehr temperaturempfindlich. Deshalb müssen
die Pufferlösung (1) und die Pikrinsäure (2) exakt vortemperiert
werden; die Reaktion muß bei konstant gehaltener Temperatur
ablaufen. Insbesondere muß die Reaktionstemperatur des
Standards und der Analysen identisch sein. Wenn diese Bedin-
gungen erfüllt sind, kann bei beliebigen Temperaturen zwischen
20° und 37° C gearbeitet werden. Zu jeder Analysenserie wer-
den ein bis zwei Standards angesetzt. In Reagenzgläser werden
pipettiert:
Serum oder 1 + 99 verd. Harn
Standardlösung (3)
Pikrinsäure (2)








1,0 ml 1,0 ml
Mischen, sofort in die Küvette gießen, innerhalb von l min,
Extinktion EI und genau 5 min nach der ersten Messung
Extinktion £2 messen (Wellenlänge 492 nm, Schichtdicke l cm);
Analyse und Standard müssen identisch behandelt werden. Bei
Reaktionstemperaturen über 30° C muß die Extinktion EI inner-
halb von 30 s gemessen werden. Bei Werten über 442 / Cre-
atinin (50 mg/1 Creatinin) Serum oder 1 + 99 verd. Harn wird
die Bestimmung mit der l + 5 mit physiologischer Natrium-
chloridlösung verdünnten Probe wiederholt und das Ergebnis mit
6 multipliziert.
Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel:
Serum-Creatinin-Konzentiation
•p _ ip
= A2~ Al · 88,4 /imol/1
(E A = Extinktion der Analyse, ES = Extinktion des Standards).
Die Berechnungsformel für die Harn-Creatinin-Konzentration
unterscheidet sich hiervon durch die zusätzliche Multiplikation
mit dem Verdünnungsfaktor 100.
Mechanisierte Bestimmung am LKB-Reaction Rate Analyzer 8600
Geräteeinstellung (vgl. auch Bedienungsanleitung des Herstellers):
Filter 490 oder 500 nm, Reaktionsverlauf increase, Hintergrund-
blcnde OA (operate), Einspritzdüse weiß, Dosiervolumen 100 ,
Registrierbereich 0,200, Meßzeit pro Probe l min, Papiervor-
schub 60 mm/min.
Analysenschema (zu jeder Analysenserie werden 2 bis 3 Standards
angesetzt):
Standardlösung (3)
Serum oder 1+99 verd. Harn
Pikrinsäurelösung (4)










Mischen und Reaktionsverlaufmessen. Bei Werten über 844 /
(100 mg/1 Creatinin) wird die Bestimmung mit der l + 5 mit
physiologischer Natrium Chloridlösung verdünnten Probe wieder-
holt und das Ergebnis mit 6 multipliziert. Zur Berechnung er-
mittelt man aus den Reaktionskurven AEs/min bzw.
und setzt diese Werte in die folgende Formel ein:
Serum-Creatinin-Konzentration = — — -· 88,4 /
(E A = Extinktion der Analyse, E§ = Extinktion des Standards).
Zur Berechnung der Harn-Creatinin-Konzentration vgl. manuelle
Bestimmung.
Bestimmung am Technicon Autoanalyzer
Entsprechend der Technicon-Methodology N-ll b, 60 Proben/
Stunde, Berechnung über eine Standard-Bezugskurve.
Ergebnisse
Die Umsetzung von Creatinin mit Pikrinsäure, aber auch
die Bildung der Pseudo-Creatinin-Chromogene, ist stark
von der Alkalikonzentration im Testansatz abhängig. Bei
der Umsetzung von Creatinin-Standardlösungen (88,4
/l, 0,5 ml) bzw. von Humanseren mit Pikrinsäure-
lösung (5,67 mmol/1, 1,0 ml) und Natronlauge (1,0 ml)
unterschiedlicher Konzentration nimmt mit steigender
Alkalikonzentration die Meßempfindlichkeit (Extink-
tionsdifferenz pro 10 Minuten) zu und erreicht bei etwa
400 mmol/1 Alkali ein Maximum (Tab. 1). Ein gleiches
Verhalten zeigen die Serumproben, jedoch setzt bei
höheren Alkalikonzentrationen nach relativ kurzer Zeit
eine Zweitreaktion ein, die zu einem schnellen Extink-
tionsanstieg führt (Abb. l und 2). Diese Zweitreaktion
kann verhindert werden, wenn die Alkalikonzentration
400 mmol/1 nicht übersteigt.
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Tab. 1. Abhängigkeit der Reaktion einer wäßrigen, salzsauren
Creatinin-Standardlösung (88,4 / , 0,5 ml) bzw.
von Serum (0,5 ml) mit Pikrinsäure (5,67 mmol/1,1,0 ml)
und Natronlauge (1,0 ml) von der Konzentration der
Natronlauge.
NaOH-Ko nzentrat io n
mmol/1
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Abb. 1. Reaktionsverlauf der Umsetzung einer Creatinin-Stan-
dardlösung (88,4 / ; 0,5 ml) mit Pikrinsäurelösung
(5,67 mmol/1; 1,0 ml) und Natronlauge (1,0 ml) unter-
schiedlicher Konzentration.
o = 100 mmol/1,
= 400 mmol/1,
0.200 -
X = 200 mmol/1,






Abb. 2. Reaktionsverlauf der Umsetzung von Humanserum
(0,5 ml) mit Pikrinsäurelösung (5,67 mmol/1; 1,0 ml)
und Natronlauge (1,0 ml) unterschiedlicher Konzentra-
tion.
o = 100 mmol/1, X = 200 mmol/1,
= 400 mmol/1, n = 500 mmol/1 Natriumhydroxid-
lösung
Tab. 2. Abhängigkeit der Reaktion einer wäßrigen, salzsauren
Creatinin-Standardlösung (88,4 / , 0,5 ml) bzw.
von Serum (0,5 ml) mit Natronlauge (500 mmol/1,
























Die Meßempfindlichkeit kann auch durch die Wahl der
Pikrinsäurekonzentration beeinflußt werden. Tabelle 2
zeigt die Abhängigkeit der Reaktion von Creatinin-
Standardlösungen (88,4 / , 0,5 ml) und von Human-
seren (0,5 ml) mit Natronlauge (500 mmol/1, 1,0 ml) und
Pikrinsäurelösung (1,0 ml) unterschiedlicher Konzen-
tration. Bei den Ansätzen mit den Standardlösungen
nähert sich die Extinktionsdifferenz pro 10 Minuten mit
steigender Pikrinsäurekonzentration einem Maximum
und nimmt dann wieder ab. Bei den analogen Ansätzen
mit Serum werden mit zunehmender Pikrinsäurekonzen-
tration jeweils steigende Extinktionsdifferenzen gemes-
sen, die Meßempfindlichkeit durchläuft kein Maximum.
Die Zweitreaktion wird durch die Veränderung der Pi-
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Abb. 3. Reaktionsverlauf der Umsetzung von Humanserum (0,5
ml) mit Natronlauge (500 mmol/1; l ,0 ml) und Pikrin-
säurelösung (1,0 ml) unterschiedlicher Konzentration.
(1)= 4,36 mmol/1, (2)= 5,67 mmöl/1,
(3)= 8,72 mmol/1, (4) = 17,46 mmol/l,
(5) = 26,19 mmöl/1 Pikrinsäurelösung
Z. Klin. Chem. Klin. Biochem. / 12. Jahrg. 1974 / Heft 7
Helger, Rindfrey und Hilgenfeldt: Direkte Creatininbestimmung ohne Enteiweißung nach einer modifizierten Jaffe-Methode 347
Unter Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse fanden
wir beim genannten Ansatz optimale Bedingungen bei
Zugabe einer NaOH-Lösung mit einer Konzentration
zwischen 200 und 300 mmol/1 und Zugabe einer Pikrin-
säurelösung mit einer Konzentration zwischen 17,5 und
26 mmol/1. Bei den Serumansätzen werden aber bereits
bei einer Pikrinsäurekonzentraiton von mehr als 9 mmol/1
geringe Mengen Protein ausgefällt. Diese lösen sich zwar
nach Zugabe der NaOH-Lösung wieder, aber die Tem-
perierung und das Mischen des Testansatzes bereiten
Schwierigkeiten. Besonders die Verwendung dieser Me-
thode an mechanisierten Analysensystemen, bei welchen
ein intensives Mischen nicht immer gewährleistet ist,
legte nahe, eine Pikrinsäurekonzentration von 9 mmol/1
nicht zu überschreiten. Um möglichst weitgehend diese
Einflüsse zu berücksichtigen, arbeiten wir abweichend
zur Methode von Bartels et al. (20-23) mit folgenden
Endkonzentrationen im Test (Werte nach (20) in
Klammern): NaOH, 125 (200) mmol/1; Pikrinsäure,
3,5 (2,3) mmol/1.
Aufgrund der Abhängigkeit der Creatinin-Pikrinsäure-
Reaktion von der Alkalikonzentration muß bei der
/jfe-Methode streng darauf geachtet werden, daß Pro-
ben und Standard bei gleichem pH-Wert reagieren (24,
16). In besonderem Maß gilt dies bei der direkten Crea-
tinin-Bestimmung, da Serum-Eiweiß als Puffer wirkt. Um
eine ähnliche Pufferwirkung im Standard zu erzielen,
wurde die Verwendung einer mit Glycin/NaOH gepuffer-
ten Standardlösung vorgeschlagen (20), die aber nur kurze
Zeit haltbar ist. Ausreichende Stabilität kann nur erreicht
werden, wenn Creatinin in Säure gelöst wird. Um aber
auch hier in den Standard- und Serumansätzen gleiche pH-
Werte zu erhalten, wird dem Testansatz Phosphat in
einer Konzentration von 5 mmol/1 zugesetzt.
Unter den beschriebenen Bedingungen verläuft die Reak-
tion von Creatinin mit Pikrinsäure in Natronlauge in
wäßrigen Standardlösungen und in Serumproben iden-
tisch. Die bei der Methode nach Bartels et al (20) in den
Serumansätzen auftretende Zweitreaktion konnte aus-
geschaltet werden (vgl. Abb. 4). Dadurch ist es möglich,
Creatinin ohne gleichzeitige Erfassung von Pseudo-Creatir




Abb. 4. Reaktionsverlauf der Umsetzung von Great inin-Stan-
dardlösungen (durchgezogene Linie) und von Human-
seren (gestrichelte Linie) nach der hier beschriebenen
Methode (· ·) bzw. nach der Methode von Bartels
et al (20) (o o).
Die unter Methodik beschriebene Arbeitsanleitung be-
rücksichtigt die bisher erläuterten Ergebnisse. Zum Nach-
weis der Brauchbarkeit in der Routine wurde Creatinin
in 702 Seren und 184 Harnen auf dem LKB-Reaction
Rate Analyzer 8600, sowie in 222 Seren und 63 Harnen
manuell mit dem Photometer Eppendorf bestimmt. Als
Vergleichsmethode diente die Creatininbestimmungmit
dem Technicon Autoanalyzer. Die Creatininkonzentra-
tionen der untersuchten Seren lagen zwischen 44,2
und 1856 / (5 und 210 mg/1), die der Harne zwi-
schen 2,12 und 29,3 mmol/1. Die Ergebnisse sind in
den Tabellen 3 und 4 zusammengefaßt. Die Korrelation
der mit dem Technicon Autoanalyzer und dem LKB
Gerät bzw. manuell ermittelten Werte ist sehr gut.
Erwartungsgemäß liegen die Werte der neuen Methode
ohne Enteiweißung etwa 5 bis 15 % niedriger als nach
der Technicon Autoanalyzer-Methode. Die Verdünnung
der Proben bei Konzentrationen über 442 / fuhrt
gegenüber unverdünnten Proben zu höheren Ergebnissen.
Die Präzision von Tag zu Tag wurde an verschiedenen
Kontrollseren ermittelt, die Ergebnisse sind in Tabelle 5
Tab. 3. Vergleich der Ergebnisse nach der Technicon Autoanalyzer-Methode und nach der beschriebenen Methode am LKB-Reaction














































y = a + bx
y = 3,71 +
',953
y = 31,0 +
0,878
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y = a + bx
y = 3 2 3 +
0,988






Tab. 5. Daten zur Präzision der beschriebenen Methode von Tag zu Tag. Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient in


































































Kontrollseren Qualtrol, Labtrol, Pathotrol, Monitroi der Firma Merz und Dade; Urinkontrolle der Firma Hyland.
zusammengefaßt. Bei Creatininkonzentrationen um
90 / liegt der Variationskoeffizient bei 5 %, wobei
zwischen manueller und mechanisierter Durchführung
nur geringe Differenzen bestehen. Der Normalbereich
im Serum lag bei der Bestimmung mit dem LKB-Reac-
tion Rate Analyzer zwischen 45 und 109 jumbl/l (5,1
und 12,3 mg/1) (N = 355, = 77 / bzw. 8,7 mg/1).
Eine Differenzierung nach Männern und Frauen wurde
nicht durchgeführt, trotzdem ist erkennbar, daß die Werte
für Serum deutlich niedriger liegen als die von Dubach
et al (25) für die Technicon Autoanalyzer-Methode mit-
geteilten Normalbereiche im Serum für Männer =
105 /l (l 1,9 mg/1) bzw. für Frauen = 84,9 /zmol/1
(9,6 mg/1).
Diskussion
Die vorliegende Methode für die Creatininbestimmung
ohne Enteiweißung hat den Vorteil, daß infolge der
geringen Pikrinsäurekonzentration die Messung im Ex-
tinktionsmaximum erfolgen kann und eine Eiweißfällung
ausbleibt. Später einsetzende Nebenreaktionen haben
wegen des schnellen Reaktionsablaufes zwischen Crea-
tinin und der alkalischen Pikratlösung keinen Einfluß
auf das Meßergebnis. Diese Modifikation aerJaffe-
Reaktion zeichnet sich deshalb durch eine höhere
Spezifität aus. Bei der angewandten Methode ist die
Reaktionsgeschwindigkeit ein Maß für die Berechnung
der Creatininkonzentration, d. h. es erfolgt je eine Ex-
tinktionsmessung zu Beginn und während der laufenden
Reaktion. Da die Aktivierungsenergie der/a/jte-Reaktion
äußerst niedrig ist, muß man darauf achten, unter mög-
lichst standardisierten Bedingungen zu arbeiten. Die
Temperatur und die Meßzeit müssen genau eingehalten
werden. Aus diesem Grund ist die Durchführung der
Creatininbestimmung mit mechanisierten Analysensyste-
men, z. B. mit dem LKB-Reaction Rate Analyzer 8600,
besonders einfach. Größe Analysenserien können ohne
großen Arbeitsaufwand durchgeführt werden. Beim
Arbeiten mit dem LKB-Gerät sind nur 2 Pipettierungen,
Serum und Pikrinsäure, notwendig. Die Reaktion wird
durch automatische Zugabe der Pufferlösung gestartet.
Es genügt das Mitfuhren eines Standards in jeder Serie.
Eine Verdünnung der Probe ist anders als bei der manu-
ellen Durchführung erst bei einer Creatininkonzentration
von mehr als 900 / (etwa 100 mg/1) erforderlich.
Die Korrelation der mit dem Technicon Autoanalyzer
und dem LKB-Gerät ermittelten Werte ist mit r = 0,93
sehr eng.
Die beschriebene manuelle Durchführung der Creatinin-
bestimmung mit einem Spektrallinien-Filterphotometer
eignet sich sehr gut für das kleine und mittlere Labora-
torium, wo nur kleine Analysenserien anfallen. Größere
Serien lassen sich nach dieser Methode manuell nicht
rationell durchführen, da der Arbeitsaufwand zu groß
ist. Der Wegfall der Enteiweißung bedeutet jedoch eine
wesentliche Erleichterung. Es muß aber auch hier be-
sonders darauf geachtet werden, daß die Reaktionszei-
ten und die Temperaturen von Standard und Proben
identisch sind. Durch die Verwendung von Einmalkü-
vetten wird die Vorbereitung der Analyse und das Ein-
halten der Reaktionszeit erleichtert.
Der Vergleich der in Seren manuell gefundenen Ergeb-
nisse mit den Technicon Autoanalyzer-Werten ergibt
mit r = 0,987 eine sehr enge Korrelation. Der Normal-
bereich für Seren bei Männern von 62 bis 106 /
(7 bis 12 mg/1) und bei Frauen von 44 bis 88 /
(5 bis 10 mg/1) konnte bestätigt werden.
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